per 



WELTORGANISATION FOR GEISTIOES EIGENTUM 
Internationales Bflro 



INTERNATIONALE ANMELDUNG VER5FFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DBS PATENTWESENS (PCT) 



(51) Interaationale Patentklassifikation ^ : 
A61K 49/00 



Al 



(11) Internationale Verpffentlicliungsnummer: WO 89/ 06978 

10. August 1989 (10.08.89) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Arimeldedatum: 



PCT/DE89/00069 



(31) Priorititsaktenzelcben: 



(32)Prioritatsdat»tt: 



l.Februar 1989 (01.02.89) 

• P 38 03 972.9 
P38 03 971.0 

5. Februar 1988 (05.0188) 
5. Febraar 1988 (05.02.88) 

(^)Prioritats]and: I>£ 

(71) Annielder: SCHERING AG, BERLIN UND BERG. 

KAMEN PE/DE]; Miillerstrafie 170-178, D-1000 
Berlin 65 (DE). 

(72) Erfinder: STEIN, Michael ; Holsteinische StraSe 42, D- 

1000 Berlin 31 (DE). HELDMANN, Dieter ; Lindau- 
cr Allee 85, D-IOOO Berlin 51 (DE). FRITZSCH, Tho- 
mas ; ElisenstraBe 2, D-1000 Berlin 41 (DE). SIE- 
GERT, Joachim ; Weddingstrafie 5, D-1000 Berlin 65 
(DE). ROSSLING, Georg ; 



Oranienburger Chaussee 60 c. D-1000 Berlin 28 (DE). 
SPECK, Ulrich ; Benediktiner StraBe 50, D-1000 Ber- 
lin 28 (DE). 

(74) Anwalt: MAIKOWSKI, Michael; Xantener Strafie 10, 
D-1000 Berlin 15 (DE). 

(81) Bestimmnngsstaaten: AT (europaisches Patent), AU, 
BE (europaisches Patent), CH (europSisches Patent), 
DE (europaisches Patent), DK, FX, FR (europaisches 
Patent), GB (europaisches Patent), HU, IT (europai- 
sches Patent), JP, KR, LU (europaisches Patent), NL 
(europaisches Patent), NO, SE (europaisches Patent). 

Veroffentlicht 

Mil internationalem Recherchenbericht. 
Vor Ablaufder Jut Anderungen der Anspruche zugelas- 
senen Frist Verdffentlichung wird wiederholt falls An- 
derungen eintreffen. 



(54) Title: ULTRASONIC CONTRAST AGENTS, PROCESS FOR PRODUCING THEM AND THEIR USE AS 
DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC AGENTS 

(54)Bezeidmung: ULTRASCHALLKONTRASTMITTEL, VERFAHREN ZU DERTEN HERSTELLUNG UND DE- 
REN VERWENDUNG ALS DIAGNOSTIKA UND THERAPEUTIKA 

(57) Abstract 

Ultrasonic contrast agents consisting of micropartides containing amylpses or synthetic biodegradable polymers 
and a gas and/or a liquid with a boiling point below 60"C, process for producing them and their use as diagnostic or ther- 
apeutic agents. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfmdung betrifft Ultraschallkontrastmittel bestehend aus Mikropartikeln, die aus Amylosen oder syntheti- 
schen, bioabbaubaren Polymeren und einem Gas und/oder einer Fliissigkeit mit einem SieHepunkt unter 60**€ bestehen, 
Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung als Diagnostika und Therapeutika. 



* 



LEDIGUCHZUR INFORMATION 



Code, die zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den KppfbSgeii der Schriften, die mtemationale 
Amneldungen gemass dem FCT verdffentiichea 



AT OsterrcicJi 

AU Austialiea 

BB Barbados 

BE Bdgiea 

BG Bulgaiiea 

BJ Benin 

BR Brasilien 

CF ZcntxaleAfiikanisdieRepublik 

CG Kongo 

CH Schweiz 

CM Kamenin 

DE Deutschland, BundesiepubUk 

DK Danemark 

n Fi&Qland 



IR 


Frankieich 


MR 


Mauiitaniea 


Gil 


Gabua 


MW 


Malawi 


GE 


Vereinigtes Komgrdcb 


NIr 


Niederiande 


au 


Uogara 


NO 


Norwegea 


IT 


Italien 


RO 


RumSnien 


JP 


Japan 


SD 


Sudan 


KP 


Demokrattsche Volksrepublik Korea 


SE 


Schweden 


KR 


RepublOc Korea 


SN 


Senegal 


LI 


Liechtenstein 


SU 


Soviet Union 


LK 


Sri Lanka 


TO 


Tschad 


LU 


Luxembuig 


TG 


Togo 


MC 


Monaco 


US 


Vereinigte Staaten von Amezika 


MG 


Madagaskar 




ML 


Mali 







wo 89/06978 



- 1 - 



PCT/DE89/00069 



Ultraschal lkontras tmittel, V ^niahE^a &a_d£Y:en, Hetz: 

Slallung UQd dgren Verwendung als^^DiasnoStika — und 

Therapeu1; ika 

r • ■ • • ... 

Die Erfinduns betrifft .Hikropartikel nach dem 
Oberbegriff des Patentanspruchs 1, Verfahreh zu deren 
Herstellung und deren Verwendung als Diagnostika und 
Therapeutika. 

Es ist bekannt, dafl durch^ periphere Injektion von 
Losungen, die feine Gasblasen enthalteri, cardiale Echo- 
kontraste erzielt werden konnen (Roelandt J, Ultrasound 
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Med Biol 8:471-492, 1982), Diese Gasblasen werden in 
physiologisch . vertraglichen Losungen z. B. durch 
Schiitteln, andere Agitation oder durch Zusatz von 
Kohlendioxid erhalten. Sie sind jedoch hinsichtlich An- 

^ zahl und Grofle nicht standardisiert und konnen riur un- 
zulanglich reproduziert werden. Auch sind sie in der 
Regel nicht stabilisiert, so dafl ihre Lebensdauer gering 
ist. Ihre mittleren Durchmesser liegen meist iiber 

10 ^^y'^^^^^y'^^'^S^^^^* claB keine. Lungenkapillarpassage 

nrit nachf olgender Konstrastierung von Organen wie linkes 
Herz, Leber,. Niere oder Milz moglich ist. Dariiberhinaus 
eignen sie sich nicht fiir Quantif izierungen, da sich das 
von ihnen erzeugte Ultraschallecho aus mehreren, nicht 

15 voneinander zu trennenden . Prozessen wie Blasenent- 
stehung, Koaieszenz und Auf losung zusacnmensetzt . So ist 
es z. B, nicht moglich. mit Hilfe dieser Ultraschall- 
Kontrastmittel iiber die Messung des Kontraistverlauf s im 
Myokard Aussagen Uber die Transitzeiten zu gewinnen. 

^0 Hierzu sind Kontrastmittel notwendig, deren Streukorper 
keiner eigenen Kinetik unterliegen.- 

Daneben gibt es Ultraschallkontrastmittel in Form von 
Partikeln (Ophir, Gobuty. Mc Whirt, Maklad, Ultrasonic 
Backscatter from Contrast-producing Collagen 
Hicrospheres, Ultrasonic Imaging 2:66-:67, 1980). Ferner 
werden .(Ophir, Mc Whirt, Maklad. Aqueous Solutions as 
Potential Ultrasonic Contrast Agents, Ultrasonic Imaging 
30 1:265-279, 1979 5owie Tyler, pphir, Maklad, In-vivo 
Enhancement of Ultrasonic Imjage Luminance by Aqueous 
Solutions with High Speed of Sound, Ultrasonic Imaging 
3:323-329,. 1981 ) Losungen hoherer Dichte -als Ultra- 
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schall-Kontrastmittel eingesetzt. Es ist auch bekannti 
■ Emulsionen al^ Ultraschall-Kontrastmittel zu. verwenden 
(Mattrey, Andre, Ultrasonic Enhancement of Myocardial 
Infarction with Perfluorcarbon Compounds in Dogs, Am J 
^. Cardiol 54:206-210, 1984); 

Es hat sich gezeigt, dafl die gasfreien Kontrastmitt'el 
insgesamt nur eine geringe Effizienz besitzen. Die gas- 
haltigen Zubereiturigen haben den Nachteil einisr nur ge- 
ringen in-vivo Stabilitat. Daruberhinaus ist die GroBe 
der Gasblasen meis.tens nicht standardisierbar . Aus- 
reichende Kpntrastef f ekte sind im arteriellen Gefafi- 
system nach peripher venoser Injektion in aller Regel 
15 nicht moglich. 

In den EP A2 123 235 und 0 122 624 werden Gasblaschen 
enthaltende Ultraschall-Kontrastmittel beschrieben, die 
die Lungenkapillaren passieren konnen und damit den ge- 
2D wunschten Kontrastef f ekt bewirken. 

Die EP A2 0 224 934 beschreibt Ultraschall-Kontrast- 
mittel in Form voft gasgefiillten Gelatine- Oder Albumin- 

hohlkorpern. Nachteilig ist jedoch die Verwendung von 

25 > 

ko.rperf remden oder denaturierten korpereigenen EiueiBeh 

wegen des damit verbundenen allergenen Risikos. 

Mit keinem der bisher bekannten Ultraschallkontrast- 
2Q mittel gelingt eine Organdarstellung mit ausreichender 
Signalintensitat durch selektive Anreicherung nach i. v. 
Gabe. Quantif izierungen sind daher z.Z. nicht moglich. 
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Der Erf iridung liegt die Aufgabe zugrunde, Ultraschall- 
kontrastmittel auf der . Basis von Mikropartikeln herzii- 
stellen, die neben bestimm- und reproduzierbaren Volumi- 
na eine erhefalich langere Lebensdauer, als bisher be- 
^ kannt, aufweisen, gute Vertraglichkeit ohne allergenes 
Potential faesitzen und intrazellular in RES und datnit 
auch in der Leber oder Milz angereichert werden. konnen. 

Erf indungsgemaa wird diese Auf gabe • durch M ikr opart ike 1, 
. die aus Amylosen oder einem synthetischen, bioabbauba-. 
ren Polymeren und einem Gas und/oder einer Flussigkeit 
mit einem Siedepunkt unter 60*^ C bestehen, gelost. 

15 Als- synthetische, bioabbaubare Polymere sind Polyester 
vonO^T, p-, Oder S -Hydroxycarbonsauren, Polyalkyl- 

cyanoacrylate. Polyaminosauren, Polyamide, polyacry- 
lierte Saccharide oder Polyorthoester zu nennen. 

2^ Als besonders geeignet haben sich 

Po lymilchsaure , 
Poly-£-caprolacton, 

CO;Polymeres aus Milchsaure und elykolsaure oder 

^-caproiacton, 

Po lyhydroxybutt ersaur e , 

Polyhydroxyvaleriansaure 

Copolymeres aus Hydroxybutter- und Hydroxyvaleriansaure 
2Q Polymere aus Glutaminsaure und/oder Lysin, 
Polydioxanon 

Polymeres Oder Copolymeres aus Aminosauren oder/und 
Terephthalsaure, Phthalsaure oder Sebacylsaure, 
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Polyacryldextran , 
Polyacrylstarke 
Polyacrylamidi 
Polyurethan, 
Polyester, 
PolyacetaX, 
Polyatninotriazol oder 
Po ly alky Icyanoacry lat e 

erwiesen. 



Starke oder Starkederivate konnen ebenso in den Mikro- 
partikeln . enthalten sein. Als geeignet haben sich Amy- 
15 losen erwiesen, da sich diese Starkederivate durch gute. 
Wasserloslichkeit und der Fahigkeit zur Bildung von 
EinschluB.verbindungen auszeichnen. 



20 



25 



30 



Als besonders geeignete Amylosen sind die Cyclodextrine 
und deren Derivate, beispielsweise QC- , p-, und 
Cyclodextrin zu nennen. 

Die Mikropartikei enthalten Case und/oder Fliissigkeit en 
mit einem Siedepunkt unter 60 C in freier oder gebunde- 
ner Form. Die Verwendung eines 6as-Flussigkeits-6e- 
misches in den Ultraschall-Kontrastmitteln ist ebenfalls 
moglich. 

Als Gase konnen beispielsweise Luft, Stickstoff , Edel- 
gase, Wasserstoff, Kohlendioxid, Ammoniak, Sauerstoff, 
Methan, Ethan, Propan, Butan, Ethylen oder andere Koh- 
lenwasserstof f e oder deren Gemische verwendet werden. 
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Als einschliefibare Flussiskeiten warden bevorzugt 

1 ,1-Dichlorethylen, . 
2-Methyl-2-buten. ^ 
^: Isopropylchlorid, 

2-Methyl-l •3-butadien, 
2 • But In. 

2- Methyl-1-buten, . 

Dibrocndif luormethan» 
Furan, 

3- Methyl-l-buten. 
Isopentan, 
Diethylether, 

15 .a^S-Dimethyl-^l-butin, 

Dimethylaminoaceton . 

Propylenoxid, 

N-Ethylmethylamin, 

Brommethan, 
20 N-Ethyldimethylamin, 

Methylenchlorid, . 

Pentan, 

Cyclopentan, 

2,3-Pentadien, 

25 

Cyclopenten 

Oder deren Gemische verwendet. 

30 Mit Vorteil konnen die Mikrapartikel auch Substanzen 
mit niedrigen Dampfdriicken und/oder niedrigen Siede- 
punkten, insbesondere^ atherische iSle enthalten. 
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Besonders vorteilhaft ist es, die aus Amylosen 
besftehenden Mikropartikel mit einer Hullsubstanz za 
uberziehen. Dabei konnen die Mikropartikel von 51en, 
Fetten und/oder oberflachenaktiven Substanzen umhullt 
^- und in uafirigem Medium- .suspendiert sein. 

Besonders vorteilhaft ist es, die aus Amylosen 
bestehenden Mikropartikel mit einer Matrix, insbeson- 
dere polymerer Struktur zu umhullen. 



10 



15 



20 



25 



30 



Durch Zugabe osmotisch aktiver Substanzen, beispiels- 
weise Kochsalz, Galaktose, Glukose, Fruktose kann die 
physiologische Isotonie eingestellt werden. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung 
von Ultraschallkontrastmitteln, die aus synthetischen, 
bioabbaubaren Polymeren bestehen. 

Ein vorteilhaftes Verfahren zur Herstellung der erfin- 
dungsgemaflen Ultraschallkontrastmittel besteht darin, 
dafl ein Polymer oder ein Copolymer in einem oder mehre- 
ren mit Wasser nicht mischbaren, organischen Losungs- 
mitteln gelost und anschlieBend ggf. nach Zusatz eines 
veiteren Losungismittels in Wasser emulgiert wird und 
die erhaltende Emulsion anschlieiiend filtriert, . ggf. 
getrocicnet wird- 

Ein weiteres Verfahren besteht darin, dai3 ein Polymer 
Oder ein . Copolymer^ in einem oder mehreren Gasblasen 
enthaltenden LSsungsmitteln. gelost und anschiieBend 
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ggf . nach Zusatz . eines weiteren Losungsmittels pder 
eines weiteren Polymeren ausfallt oder in Wasser emul- 
giert warden unddie erhaltende Suspension oder Emul- 
sion anschliefiend filtriert, ggf, getrocknet wird. Zur 
Aufarbeitung ist auch das Gefriertrocknungsverf ahren 
geeignet. 

Mit Vorteil konnen die erhaltenen Produkte fein gemahlen 
werden. 



Bei den beschriebenen Verfahren werden als Losungs- 
mittel beispielsweise Furan, Pentan, Aceton, Dioxan, 
Ethylacetat, Xylol, Methylenchlorid, Cyclohexan oder 
15 Hexan oder Losungscnittelgemische verwendet. Der Emul- 
sion konnen auch Emulgatoren zugesetzt werden. 

In einer anderen Variante des Herstellungsverf ahrens 
wird nicht von einem Polymeren ausgegangen, sondern von 

20 

Monomeren, aus derien das Polymer gebildet wird. Dabei 
wird so gearbeitet, daB ein Monomer in einem oder 
mehreren organischen Losungsmitteln gelost und in 5 - 
30 Teilen Wasser oder 0,01 - 0,1 N Salzsaure ggf. unter 

2^ Zusatz von Emulgatoren oder Puf f ersubstanzen bei einer 
Temperatur unterhalb des Siedepunkts des organischen 
Losungsmittels emulgiert wird und dieser Emulsion eine 
0,2%- - 20Xige wafirige Losung eines zweiten Monomeren 
Oder ggf. die Losung einer pH-Wert erhohenden Sufastanz 

30 zugegeben und ggf. getrocknet wird. 



Bei einer anderen Arbeitsweise wird ein Monomer in einer 
Oder mehreren gasblasenenthaltenden Flussigkeiten ggf. 
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unter Zusatz von Emulgatoren oder Puf f ersubstanzen ge- 
lost Oder dispergiert. Zu dieser Losung oder Dispersion 
wird ggf. eine 0,2V— 20%ige Losung eines zweiten Mono- 
meren oder eine pH-Wert . erhohende Substanz in geloster 
^. Oder gaslormiger Form gegeben und ggf. getrocknet, 

Beispielsweise wird als erstes Monomer Terephthaloyl- 
oder Sebacoylchlorid oder Cyanacrylsaureester, als 
zweites Monomer L-Lysin und als organisches Losungs- 

10 

mi.ttel beispielsweisiB . 2-Methyl-1 .3-butadien» Dioxan. 
Methylenchlorid, Toluol oder Cyclohexan verwendet. 

Gemafl einem weiteren Verfahren werden die Ultraschall- 
X5 kontrastmittel dadurch hergest'ellt , dafl in einer 0,5 — 
10%igen waJ3rigen Losung oder Dispersion eines Monomeren, 
die ggf. Zusatze wie Emulgatoren (0,01 - 5 %) oder 
Quasiemulgatoren (0,1 -.5. v.) enthalt, Gasblasen erzeugt 
und danach eine quervernetzende Substanz und/oder ein 
20 Reaktionsstarter zugesetzt werden. 

Die im vorstehend beschriebenen Ultraschalikontrast- 

mittel konnen sowohl fur diagnost ische als auch fiir 

therapeutische Verfahren verwendet werden. 
25 . 

Die Applikation der Mittel erfolgt beispielsweise durch . 
Injektionen. 



30 



Die Erfindung wird durch folgende Beispiele erlautert: 
Beis.pie l 1 : 
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500 mg Polylactid werden in 4 ml Furan und 0,6 ml Cycle- 
hexan gelost und diese Losung in 40 ml einer 0,l%igen 
. Losung von Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymer mlt 
Molekulargewi.cht 12.000 (Pluroni^F 127) enthalt:, emul- 
^ giert, wobei die lemperatur wahrend des Emtilgierens 
unter 15° C gehalten wird. Die lemperatur wird an- 
schlieBend zur Verdampfung des organischen Losungs- 
mittels langsam erhoht . Anschliefiend wird die entstan- 
dene Suspension gefriergetrockhet. . . 

Beispiel 2: . 

300' mg CC-Cyanacrylsaurebutylester werden in 1 ml Furan 
15 gelost und diese Losung in 10 ml 0,1 N Salzsaure,. die 1 
% Polyoxyethylenpolyo3cypropylen-Polymer mit Molekularge- 
wicht 12.000 (Pluronic F127) enthalt, emulgiert, wobei 
die lemperatur uahrend des Emulgierens unter 15^C ge- 
halten wird. Nach Abschlufl der Polymerisation wird die 
^0 entstandene Suspension gefriergetrocknet . 

BSi^pjLeX ?; 

200 mg PC-Cyanacrylsaurebutylester werden in 0,4 ml Iso- 
. pren gelost und in 30 ml 0,01 N Salzsaure, die 1. 
Polyoxyethylenpolyox^ropylen-Polymer mit Molekularge- 
wicht 8.350 (Pluronic F68) enthalt, emulgiert, wobei die 
lemperatur wahrend des Emulgierens unter 10^ C gehalten 
2Q wird. Nach Abschlufl der Polymerisation wird die Suspen- 
sion mit 0,1 N NaOH neutralisiert und mit Natriumchlorid 
isotonisiert. 
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400 Dig Cyanacrylsaurebutylester warden in 0»4 ml 
Methylenchlorid gelost und in 60 ml 6,01 N Salzsaure, 
^ . die 1 % Polyoxyethylenpolyo:^propylen-Polymer mit Mole- 
kulargeuicht 12.000 (Pluronic F127) enthalt, emulgiert, 
wobei die Temperatur wahrend des Emulgierens unter 10^ C 
gehalten wird. Nach ftbschluB der Polymerisation. wird die 
Suspension mit 0,1 N Natronlauge neutralisiert und mit 
Natriumchlorid isotonisiert. 

15 400 mg Polycaprolacton werden in 6 ml Furan und 0,3 ml 
Cyclohexan gelost und in 60 ml 1% Polyoxyethy lenpolyoxy- 
propylen-Polymer mit Molekulargewicht 12.000 (Pluronic 
F'T27) emulgiert, wobei die Temperatur unter 15^C gehal- 
ten wird. Die Temperatur wird* anschlieBend zur .. Ver- 

20 dampfung des organischen Losuhgsmittels langsam erhoht. 
Danach wird die entstandene Suspension gefrierge- 
trocknet. 

Beispiel 6; 

25 , 

400 mg Terephthalsauredichlorid werden in 2 ml Furan 
gelost und in 50 ml 3%iger Natriumcarbonatlosung, die 
0,1 % Polyoxyethylenpolyox:gropylen-Polymer mit Mole- 
2Q kulargewicht 12.000 (Pluronic F127>. enthalt, emulgiert 
Nach Zusatz von 60 mg L-Lysin,/ in 5 ml 0,1 %iger Pluro- 
nic ri27 gelost, werden die Mikrokapseln zentrif ugiert 
und mehrmals mit 0,1 %iger Pluronic FT27 Losung ge- 
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waschehr Vor Gebrauch wird die Suspension mit Natrium- 
chlorid isotonisiert* 

pefspi^X,.?; 

5 ^ 

. <3i-Cyclodextrin-Isopentan-EinschluBverbindung: 

100 ml gesattigte p^Cyclodextrin-Losung (l,8%ig) wird 
auf 10^ C gekiihlt und mit 3 ml Isopentan versetzt- Unter 
standigem Riihren im Ultraschallbad wird der. . entstehende 
schwerlosliche Komplex ausgefSllt. Durch Gefriertrocknen 
uhd Filtrieren wird der Niederschlag in kristalliner 
Form erhalten- Isopentangehalt nach SC-Bestimmung: 0,26 % 

IS 

&£lSPiel 81 

p-Cyclodextrin-2-Me.thyl-2-buten-Einschlui3verbindung: 

^0 100 ml gesattigte p-Cyclodextrin-L6sung ( 1 , 8%ig) wird 
c ' 

auf 10 . C gekiihlt und mit 3 ml 2-Methyl-2-buten ver- 
; setzt. Unter standigem Riihren im Ultraschallbad wird 
der entstehende schwerlosliche Komplex ausgefallt. 
Durch Sefriertrocknet) und Filtrieren wird der Mieder- 

25 

schlag in kristalliner Form erhalten, 
B^iSEi£l_il 

20 P-Cyclodextrin-2-Methyl-1-buten-Einschlui3verbindung: 

100 ml gesattigte p-Cyclodextrin-Losung (l,8>;ig) wird 
o 

auf 10 C gekiihlt und mit 3 ml 2-Methyl-1 -huten ver- 
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setzt. Unter standigem Riihren im Ultraschallbad wird 
der entstehende schwerloslich.e Komplex ausgefallt. 
Durch Gefriergetrocknen und Fxltrieren wird der Nieder- 
schlag in kristalliner Form erhalten. 2-Methyl-1 -buten- 
^ Gehalt nach GC-Bestimmung: 0,82%. 

10 P'Cycilodextrin-Isopren-EinschluBverbindung: 

100 ml gesattigte Cyclodextrin-Losung (l,8?cig) wird 
auf 10^ C gekiihlt und mit 3 ml Isopren versetzt. Unter 
standigem Ruhren im Ultraschallbad wird der entstehende 
15 schwerlosliche Komplex ausgefallt. Durch Gefrierge- 
trocknen und Filtrieren wird der Niederschlag in 
kristalliner Form erhalten. Isoprengehalt nach GC-Be- 
stimmung: t ,0 %• 

Beispiel 1 1 ; 

p-Cyclodextrin-Isopropylchlorid-EinschluBverbindung: 

100 ml gesattigte fi-Cyclodextrin-L6sung (1,8%ig) wird 
25 o 

auf 10 C gekiihlt und mit 3 ml . Isopropylchlorid ver- 
setzt. Unter standigem Ruhren im Ultraschallbad. wird der 
entstehende schwerlosliche Komplex. ausgefallt. Durch 
Gefriertrocknen und Filtrieren wird der Niederschlag in 
2Q kristalliner Form erhalten. Isopropylchloridgehalt nach 
GC-Bestimmung: 0,5 %. 
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p-Cyclodextrin-lsopentan-Einschluflverbindung: 

TOO ml gesattigte p-Cyclodextrin-L6sung (l,8%ig) wird 
auf 10^ C gekuhlt und mlt. 3 ml Isopentan versetzt. Unter 
standigetn Ruhfren im Ultraschallhad wird der entstehende 
schwerlosliche Komplex ausgefallt. Durch Gefriertrocknen 
und Filtrieren ' wird der N.iederschlag. in kristalliner 
Form, erhalten, . ... 



io 



Xenon/06-Cyclodextrin-EinschluBverbindungen: 

15 In einem 200-cm3-AutokIaven warden 100 ml gesattigte 
t>i-Cyclodextrin-L6sung (ca. I2*y:ig) unter 7 Atmospharen 
Xenon 7 Tage lang bei Zimmertemperatur inkubiert. Das 
kristalline Addukt kann abgesaugt^ mit kaltem Wasser 
gewaschen und im Exsikkator uber Calciumchlorid ge- 
trocknet werden. 

Beispiel 14: 

Kohlendioxid/v€-Cyclodextrin-Einschlui3verfaindung: 

25 

In einem 20 Ocm^-Autoklaven werden 100 ml gesattigte 
^-Cyclodextrin-Losung (ca, 12 %ig) unter 7 Atmospharen 
Kohlendioxid 7 Tage lang bei Zimmertemperatur inku- 

30 biert. Das kristalline Addukt kann abgesaugt, mit kal- 

' • J- * ■ • ■ • 
tern Wasser gewaschen und im Exsikkator iiber Calcium- 
chlorid getrocknet werden. 
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Be is£ie 1.151 

.. lsopentan/Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin-Einschlui3verbindung: 

^ 15 ml 20-%ig.e Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin-L6sung wur- 
den bei 10 C mit 2 ml Isopentan versetzt, im Ultra^ 
schallbad 3 min beschallt uhd danach fur 26 Stunden 
inkubiert* Der entstandene Komplex bleibt in Losung. 

aiiaRiaiJ.il 

isopren/Hydroxypropyl-J3-Cyclodextrin-EinschluBverbindung: 

15 15 ml 20-5tige Hydroxypropyl~p-Cyclodextrin-L6sung wer- 

o . ■ 

den bei 10 C mit 2 ml Isopren versetzt, im Ultraschall- 
bad 3 min beschallt und danach fiir 26 Stunden inku-. 
biert. Der entstandene Komplex bleibt zum Teil in Lo- 
sung und fallt zu einem Teil als ueiBer Niederschlag 
20 aus, 

&&isRi£l .17; 

. Furan/Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin-EinschluBverbindung: 

25 

15 ml 20-'%ige Hydroxypropyl-/3-Cyclodextrin-Losung wer- 
den bei lO^C mit 2 ml Furan versetzt, im Ultraschallbad 
3 min beschallt und danach fur 26 Stunden inkubiert. 
3Q Der entstandene Komplex bleibt zum Teil in Losung und 
fallt zu einem Teil als ueifler Niederschlag aus. 
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P.eispiel 18i 

Isapentah/O^-Cyclodextrin-EinschluBverbindung: 

^ 20 ml gesattigte c6Cyclodextrin-L6suhg werden nit 1 ml 
isopentan versetzt und im Ultraschallbad 3 min be- 
schallt. Der entstehende schwerlosliche Komplex wird 
durch Filtration gewonneri und iiber Calciumchlorid ge- 
trocknet. 

10 

Bei^pie; 1?;, 

Isopren/O^-Cyclodextrin-Einschlufiverbindung: 

15 

20 ml gesattigte Q^-CD-Losung werden mit 1 ml Isopren 
versetzt und im Ultraschallbad 2 min beschallt. Der ent- 
stehende schwerlosliche Komplex wird durch Filtration 
gewonnen und uber Calciumchlorid getrocknet. 

20 

Beispiel 20: 

FuranAC-Cyclodextr in-EinschluBverbindung : 

20 ml gesattigte ^.-Cyclodextrin-Losung werden mit 1 ml 
Furan versetzt und im Ultraschallbad 3 min beschallt. 
Der entstehende schwerlosliche Kommplex wird durch 
Filtration gewonnen und iiber Calciumchlorid getrocknet • 

30 
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Beispiel 21": 

In einem Inkubationsgefafi werden zu 100 ml ges. oi.- 
Cyclodextrin-Losung (5 C.) unter Beschallung im Ultra- 

.5 schallbad 4. g Eukalyptol zugetropft und fUf weitere 30 
. min beschallt . . Danach wird der Ansatz 48 Stunden in 
einem gektthlten, geschlossenen Gefaft geschuttelt. Der 
entstandene Niederschlag wird durch Filtration 
gewonnen, mit kaltem Ethanol gewaschen, in fl. N, 

^0 eingefroren und gef riergetrocknet . 

Beispiel 22; . 

100 ml ges. p-Cyciodextrin-Losung warden mit 2 g 
^5 Geraiiiol bei 4 h im Ultraschallbad". beschallt und 

danach. fur. 24 h bei 5 C inkubiert. Der entstandene 
Niederschlag. wird abfiltriert, mit kaltem Ethanol 
gewaschen, in fl. N^^ eingefroren und gef riergetrocknet . 

2.0 

Fur die Beispiele 17 - 22 gilt: 

Der kristalline Niederschlag wird nach dem Reinigen in 
25 einem geeigneteii wSBrigen Medium, vorzugsweise physio- 
logischer Kpchsalz-, Glukose- pder Ringerlosung aufge- 
nommen und ist dann injektionsf ahig. 



30 



wo 89/06978 



-18- 



PCryDE89/00069 



Patentansppuehg 

1. Ultraschallkontrastmittel bestehend aus Hikroparti- 
keln . 

dadurch gekennzeichnet, dafl 

die Mikropartikel aus Amylasen und einem Gas und/oder 

einer organischen Flussigkeit mit einem Siedepunkt 
c 

unter 60 Coder aus synthetischen bioabbaubaren 
10 Polymeren und einem Gas und/oder einer Flussigkeit 
mit einem Siedepunkt unter 60 ^ C bestehen. 

2. Ultraschallkdntrastmittel nach Anspruch 1, 
15 dadurch gekennzeichnet, daB 

die Mikropartikel als Amylosen Cyclodextrine oder 
Gyclodextrinderivaite enthalten. 

20 

3 •Ultraschallkontrastmittel nach Anspruch 1\ 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

2^ die Mikropartikel als synthetische bioabfaaubare Poly- 
mere Polyester von oti j3 T ^ oder £-Hydroxycarb6n- 
sauren, Polyalkylcyanoacrylat e . Polyaminosauren , 



30 
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Polyamide,. polyacrylierte Saccharide oder Polyortho- 
ester enthalten. 

4. Ultraschallkontrastmittel nach mindestens einem der 
^ Anspriiche 1 - 3, . 

dadurch gekennzeichnet , daB 

. die ^Mikropartikel als organische .Flussigkeiten. mit 
einem Siedepunkt unter 60*^ C 

1 .1-Dichlorethylen, 
2-Methyl-2-buten, 
15 Isopropylchlorid, 

2-Methyl-l .3-butadien. 
2-Butin, 

2- Methyl-1-buten. 
Dibromdif luormethan, 

20 Furah, 

3- Methyl-1-buten, 
Isopentan, 
Diethylether, 

3. 3-D ime thy 1-1 -but in, 

25 

Dimethylaminoaceton, 
Propylenoxid, 
N-Ethylmethylamin, . 
Brotnmethan, . 
2Q. N-Ethyldimethyiamin, 
Methylenchlorid, 
Pentan, 
Cyclopentan, 
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2-3.-Pentadien, 
Cyclopenten 

Oder deren Gemische enthalten, 

Ultraschallkontrastmittel naeh mindestens einem d 
Anspruche 1 - 3» 

dadurch gekennzeichnet , dafi 
die Mikropaptikel als Case 

Luftp 

15 Edelgase, 

Stickstoff , 

Sauerstoff, 

Kohlendioxid, 

Masserstoff , 

Ammoniak, 

Ethylen, 

Methan, 

Ethan, 

Propan oder 
25 

Butan 

Oder deren Gemische enthalten. 
20 6- Ultraschallkontrastmittel nach 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB 



5 

5. 

.10 
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die Mikropartikel atherische iSle enthalten. 

7. Ultraschallkontrastmittel nach mindestens einem der 
Anspriiche 1 ,2 und 4 - 6, 

5 

dadurch gekenpzeichnet ^ dafl 

die aus Amylosen bestehenden Mikropartikel mit einer 
hydrophoben Hiillsubstanz bestehend aus blen. Fetten 
und/oder oberf lachenaktiven Substahzeri iiberzogen und 
in wafirigem Medium suspendiert sind. 

8. Ul'traschallkontrastmittel nach mindestens einem der 
15 Anspriiche 1, 2 und 4 - 7, 

dadurch gek^nnzeichnet , dai3 

die aus Amylosen bestehenden Mikropartikel von einer 
20 Matrix., insbesondere polymerer Struktur, umhiillt 
sind. 

9. Ultraschallkontrastmittel nach mindestens einem der 
Anspriiche 1-8, 

25 

dadurch gekennzeichnet , daB 

durch Zugabe osmotisch aktiver Substanzen, insbe- . 
2Q sondere Kochsalz, Mannit, Galaktose, Glukose. Fruk^ 
tose, die physiologische Isotonie eingestellt ist. 



10. Verfahren zur Herstellung von. Ultraschallkontrast- 
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mitteln mit Mikropartikeln aus synthetischen bioabbau- 
baren Polymeren nach einem der Anspriiche 1 oder 3 - 
5. 

^ dadurch gekennzeichnet , daB 

ein Polymer oder Copolymer in einem oder mehreren, 
mit Wasser nicht mischbaren. organischen Losungs- 
mitteln gelost und anschlieBend ggf. nach Zusatz 
eines weiteren Losungsmittels in Wasser emulgiert 
wird und die erhaltene Emulsion anschlieBend fil- 
triertr ggf. getrocknet wird. 

15 11. Verfahren zur Herstellung von Ultraschallkontrast- 
mitteln mit Mikropartikeln aus synthetischen bioabbau- 
baren Polymeren nach einem der Anspriiche l oder 3 - 
5. 

dadurch gekennzeichnet/ daB 

ein Polymer oder Copolymer in einem oder mehreren, 
Gasbiasen enthaltenden Losungsmittel gelost und an- 
schlieBend ggf. nach Zusatz eines weiteren 

25 

Losungsmittels oder eines weiteren Polymeren ausge- 
fallt Oder in Wasser emulgiert und. die erhaltene 
Suspension oder Emulsion anschlieBend filtriert, ggf. 
- getrocknet wird, 

.30 

12. Verfahren nach Anspruch 1 0 -oder il, 



dadurch gekennzeichnet, daB 
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als Losungsmittel Furan, Pentan, Aceton, Dioxan, 
Ethylacetat, p-XyloI, Methylehchlorid, Cyclohexan 
Oder n-Hexan oder ein daraus bestehendes Ldsungs- ; 

mittelgemisch verwendet wird. . 

5'; "• . ■ 

13. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

10 . 

der Emulsion ein Emulgator zugesetzt wird. 

14* Verfahren zur Herstellung von Ultraschallkontrast- 

mitteln cnit Mikropartikeln aus synthetischen, bioab- 

15 baubaren Polymeren nach einem der Anspriiche . 1 
und/oder 3-6, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

ein Monomer in einem oder mehreren organischen 
Losungsmitteln gelost und in 5 - 30 Teilen Wasser 
Oder 0,01 - 0,1 N Salzsaure ggf. unter Zusatz von 
Emulgatoren oder Puf f ersubstanzen bei einer Tern-, 
peratur unterhalb. des Siedepunkts des organischen 
Losungsmittels emulgiert uird und dieser Emulsion 
eine 0^2% - 20Xige waBrige Losung eines zweiten Mono- 
m'eren oder ggf. die Losung einer pH-Wert erhohenden 
Substanz zugegeben und ggf. getrocknet uird. 

30 

15. Verfahren zur Herstellung von Ultraschallkontrast- 
mitteln mit Mikropartikeln aus synthetischen, bioab- 
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baiibaren Pplymeren nach einem der Anspriiche 1 
und/oder 3-6, 

dadurch gekennzeichnet , daS 

5 ' 

ein Monomer in einer oder mehreren, gasblasenenthal- 
tenden Flussigkeiten ggf . unter Zusatz von f Emulga- 
toren und/oder Puf f ersubstahxen gelost oder disper- 
giert wird und dieser Losung oder Dispersion ggf. 
eine 0,2% - 20%ige Losung eines zweiten Monomeren 
oder.eine pH-Wert erhohende Substanz in gelSster oder 
gasformiger Form zugegeben und ggf. getrocknet wer- 
disn. 

IS 

Id. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15. 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

als erstes Monomer Terephthaloyl- oder Seba'coyl- 
chlorid oder Cyanacrylsaureester , als zweites Mono- 
mer L-Lysin und als organisches Losungsmittel 2- 
Methyl-t .3-butadien, Methylenchlorid, Toluol, Dioxan 
Oder Cyclohexan verwendet wird. 

17. Verfahren zur Herstellung von Ultraschallkontrast- 
mittel mit Mikropartikeln aus syiithetischen bioabbau- 
baren Polymeren nach einem der Anspriiche 1 und/oder 
30 3-6, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 



\ 
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10 



in einer 0,5*— > 10%igen uSfirigen LSsung eines Mono- 
meren, die ggf. Zusatze uie Emulgatoren (0,01 - 5 %) 
Oder Quasieinulgatoren (0,1 - 5 %) enthalt, Gasblasen 
erzeugt und daniach eine quervernetzende Substanz 
und/oder ein Reaktionsstarter zugesetzt werden. 

18. Verwendung der Ultraschallkontrastmittel nach einem 
Anspriiche 1 - .9 fiir diagnostische oder therapeu- 
tische Verfahren. 



IS 



20 



25 . 



30 
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